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Het onderzoek beschreven in dit proefschrift betreft de signaaltransductie van een
specifiek soort eiwitten in normale en kwaadaardige cellen. Signaaltransductie is een
verzamelnaam voor de processen die er voor zorgen dat een signaal van buitenaf wordt
herkend en vervolgens omgezet wordt in een specifieke set gebeurtenissen binnen in de
cel. Zo’n signaal wordt gegeven door een groep van moleculen, ook wel ‘liganden’
genoemd waarmee cellen met elkaar kunnen communiceren. Een ligand geproduceerd
door een bepaalde cel kan zo een signaal doorgeven aan een nabijgelegen cel of ook aan
een cel die verafgelegen ligt. Tot de groep van liganden behoren de cytokines en
groeifactoren. Deze moleculen initiëren signaaltransductie door te binden aan een receptor
in de celmembraan (Fig.1). Binding van een cytokine of groeifactor aan een receptor leidt
veelal tot multimerisatie van de receptor, wat wil zeggen dat er een stabiel complex
ontstaat van twee of meerdere receptor moleculen (Fig.1). Het gemultimeriseerde
receptorcomplex is nu in een geactiveerde toestand en kan binnen de cel het signaal verder
doorgeven. Dit is de eerste stap in signaaltransductie: het signaal is van buiten de cel
doorgegeven naar binnen.
Een receptorcomplex kan intracellulaire moleculen, waaronder eiwitten, activeren en deze
activatiestap betreft vaak fosforylering. Deze fosforyleringen kunnen in eukaryote cellen
alleen plaatsvinden op tyrosine, threonine of serine residuen, drie van de 20 verschillende
aminozuren waaruit eiwitten zijn opgebouwd. Fosforylering is een veel gebruikt
mechanisme van een cel om eiwitten van een niet-geactiveerde toestand naar een
geactiveerde toestand te brengen. Wanneer fosforylering van een eiwit plaatsvindt, dan
wordt er een negatief geladen fosfaatgroep gebonden aan het tyrosine, serine of threonine
residu. Zo’n negatief geladen fosfaatgroep zorgt er vervolgens voor dat de structuur
enigszins verandert waardoor het eiwit kan associëren met andere eiwitten. Dit is een
belangrijk mechanisme in de signaaltransductie, want op deze wijze wordt het signaal van
eiwit tot eiwit doorgegeven. Er bestaan meerdere cascades van signalendoorgevende
eiwitten, die ook wel signaaltransductie routes genoemd worden.
Figuur 1. Signaaltransductie in eukaryote cellen. A, In ongestimuleerde cellen zijn receptoren als
afzonderlijke moleculen aanwezig op de celmembraan. B, Na ligand stimulatie zal een receptorcomplex ontstaan
van twee of meer receptor moleculen. Dit geactiveerde receptorcomplex kan vervolgens eiwit A fosforyleren
waardoor het in een geactiveerde toestand komt. Het geactiveerde eiwit A kan vervolgens binden aan eiwit B.
Eiwit B wordt hierdoor ook geactiveerd en kan van het cytoplasma naar de kern verplaatsen waar het zijn
specifieke functie kan uitoefenen.
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Een groep van moleculen die als laatste door een receptorcomplex geactiveerd wordt zijn
de transcriptiefactoren. Dit zijn moleculen die in de kern de transcriptie van genen
reguleren (Fig.2). Op het humane genoom (het complete DNA van de mens) liggen naar
schatting zo’n 30.000 tot 35.000 genen. Deze genen maken slechts zo’n 1 à 2 procent uit
van het complete genoom; de rest van het DNA bevat ofwel regulerende sequenties
(promoters, zie hieronder) ofwel sequenties waarvan de functie nog niet geheel is
opgehelderd. Een gen op zich is niet functioneel maar vormt als het ware het ‘geheugen
van de cel’; elk gen codeert voor één of meerdere eiwitten. De eiwitten zijn de moleculen
die daadwerkelijk de effecten uitoefenen in de cel. Om van een gen een eiwit te verkrijgen
moet dit gen ‘geactiveerd’ worden, wat wil zeggen dat de code die in het gen opgeslagen
ligt vertaald moet worden naar het eiwit. De eerste en cruciale stap in dit vertalingproces is
de transcriptie (Fig.2). De transcriptie van een gen wordt gereguleerd door binding van
transcriptiefactoren aan een specifieke plaats in de promoter (Fig. 2). Deze promoter ligt
meestal voorafgaand aan een gen op het genoom en is als het ware de regulator van het
gen. Wanneer transcriptiefactoren door een ligand van buiten de cel geactiveerd worden
zullen de transcriptiefactoren aan specifieke sequenties in de promoters van genen binden
en zal de transcriptie van deze genen gestart worden. Dit proces wordt transactivatie
genoemd. Deze geactiveerde genen zullen vervolgens vertaald worden naar eiwitten. Deze
eiwitten zullen nu een specifiek celbiologisch effect teweeg brengen, zoals bijvoorbeeld
stimulatie van de celdeling of juist het stoppen ervan.
Figuur 2. Regulatie van genexpressie door transcriptiefactoren. Na de activatie van transcriptiefactoren
kunnen deze binden aan specifieke sequenties die zich in de promoter van een gen bevinden. Vervolgens zal het
gen tot expressie gebracht worden. De DNA sequentie van het gen zal vertaald worden in een eiwit. Het eiwit zal
uiteindelijk een specifiek celbiologisch effect teweeg brengen, zoals bijvoorbeeld celdeling.
Nederlandse samenvatting 137
Het onderzoek beschreven in dit proefschrift betreft de moleculaire analyse en biologische
implicaties van de transcriptiefactor STAT3. STAT staat voor ‘Signal Transducer and
Activator of Transcription’ hetgeen de dubbele functie van deze moleculen weergeeft: het
doorgeven van signalen in een cel en het initiëren van de transcriptie van genen. Sinds de
ontdekking van de STAT familie van transcriptiefactoren in het begin van de jaren '90
heeft het onderzoek zich vooral gericht op de betrokkenheid van STATs bij een
verscheidenheid aan biologische processen alsook op de moleculaire mechanismen die
leiden tot STAT activatie. Verder zijn verstoringen in STAT signaaltransductie recentelijk
in verband gebracht met het ontstaan van kwaadaardige celgroei. Veel onderzoek heeft
zich de afgelopen jaren dan ook gericht op het mogelijke causale verband tussen
constitutieve ligandonafhankelijke activatie van STATs en het ontstaan van kanker. In dit
proefschrift is onderzocht welke moleculaire mechanismen een rol spelen bij de STAT3
activatie na stimulatie met het cytokine Interleukine-6 in normale cellen (hoofdstukken 2
t/m 5), in cellen van patiënten met acute myeloide leukemie (hoofdstuk 6), in cellen
waarin het oncogen Men2A tot expressie komt hetgeen geassocieerd is met een bepaald
type schildklierkanker (hoofdstuk 7) en in embryonale carcinoma cellen (hoofdstuk 8).
Hoofdstukken 2 en 3
Een belangrijke activator van STAT3 is IL-6. IL-6 initieert de STAT3 signaaltransductie
door aan het gp130 receptorcomplex te binden waardoor de receptor geactiveerd wordt
(Fig. 3). Dit is de eerste stap in de STAT3 signaaltransductie route, het signaal is van
buiten de cel doorgegeven (‘getransduceerd’) naar binnen. Deze eerste activatiestap betreft
fosforylering van STAT3. De eerste fosforyleringsstap in de STAT3 signaaltransductie is
fosforylering van een tyrosine residu op positie 705. Door een negatieve lading te
introduceren op deze positie in het eiwit zal STAT3 gaan dimeriseren: twee geactiveerde
STAT3 moleculen vormen samen een stabiel complex. De STAT3 dimeer zal vervolgens
snel van het cytoplasma naar de kern verplaatsen en kan daar binden aan de promoter van
specifieke genen. Dit proces verloopt snel. Binnen 5 minuten na IL-6 stimulatie bevindt de
maximale hoeveelheid STAT3 zich in de kern (hoofdstuk 3). Met behulp van
immunofluorescentie-microscopie technieken kan de cellulaire localisatie van STAT3
bestudeerd worden en kan onderscheid gemaakt worden tussen cytoplasmatische en
nucleaire localisatie van STAT3 (zie Fig. 2, hoofdstuk 9).
Echter, voordat er maximale STAT3 transactivatie optreedt moet er nog een additionele
fosforylering plaatsvinden, namelijk op een serine residu op positie 727 (hoofdstuk 2). In
de hoofdstukken 2 en 3 is uitgezocht welke signaaltransductie route verantwoordelijk is
voor deze serine 727 fosforylering. Het is gebleken dat door het geactiveerde gp130
receptorcomplex een cascade geactiveerd wordt die bestaat uit de moleculen Vav, Rac-1,
MEKK, SEK-1/MKK-4 en PKCδ, en dat PKCδ uiteindelijk de STAT3 serine 727
fosforylering uitvoert in de celkern (zie ook Fig. 1, hoofdstuk 9).
Hoofdstuk 4
In hoofdstuk 4 is de betrokkenheid van serine 727 fosforylering van STAT3 bij de
transactivatie onderzocht. Zoals eerder vermeld zorgt een fosforylering er vaak voor dat
eiwitten met elkaar kunnen associëren. Uit de resultaten van hoofdstuk 4 blijkt dat het
eiwit p300 kan associëren met STAT3 wanneer dit gefosforyleerd is op serine 727. P300 is
een co-activator eiwit wat veelal in verband gebracht wordt met processen die betrokken
zijn bij de initiatie van gentranscriptie. In het geval van STAT3 is p300 ook betrokken bij
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de initiatie van genexpressie, echter alleen wanneer serine 727 fosforylering heeft
plaatsgevonden (zie ook Fig. 3, hoofdstuk 9).
Figuur 3. STAT3 signaaltransductie na IL-6 stimulatie. Na IL-6 stimulatie zullen de gp130 receptor
moleculen dimeriseren waardoor een geactiveerd receptorcomplex ontstaat. Via het geactiveerde
receptorcomplex worden STAT3 moleculen op tyrosine 705 gefosforyleerd waardoor STAT3 dimerisatie
mogelijk gemaakt wordt. STAT3 dimeren zullen snel naar de kern verplaatsen en binden aan specifieke DNA
sequenties in de promoter van target genen.
Hoofdstuk 5
Zoals in de figuren 2 en 3 naar voren is gebracht blijken meerdere transcriptiefactoren
tegelijkertijd de regulatie van een gen te kunnen verzorgen. In sommige gevallen zijn er
verschillende bindingsplaatsen aanwezig op een promoter van een gen; zodra twee
transcriptiefactoren tegelijkertijd geactiveerd worden zullen ze ook gelijktijdig kunnen
associëren met hun bindingsplaatsen op de promoter en op die wijze de genexpressie
initiëren. Echter, het is ook mogelijk dat verschillende transcriptiefactoren met elkaar
associëren, waarbij slechts één van de transcriptiefactoren ook daadwerkelijk bindt aan de
promoter. In hoofdstuk 5 wordt zo’n mechanisme beschreven waarbij STAT3 bindt aan
zijn eigen bindingsplaats in de promoter in associatie met c-Jun of c-Fos. Hierbij binden c-
Jun of c-Fos zelf niet aan het DNA. Het gevolg van deze associaties is dat de mate van
genexpressie sterk verhoogd wordt. Op deze wijze ontstaat een extra niveau van regulatie.
Hoofdstuk 6
In hoofdstuk 6 is gekeken naar de activatie van STAT3 in bloedcellen van patiënten met
acute myeloide leukemie (AML). Het is gebleken dat in 25% van de onderzochte gevallen
STAT3 constitutief geactiveerd is. In deze gevallen is STAT3 al gefosforyleerd op
tyrosine 705 en serine 727 zonder dat extra IL-6 is toegevoegd aan het medium waarin de
cellen groeien. Deze constitutieve STAT3 activatie wordt veroorzaakt doordat deze cellen
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zelf al in hoge mate IL-6 produceren. Het geproduceerde IL-6 wordt door deze cellen
uitgescheiden in het medium en zal de gp130 receptor activeren waardoor STAT3 wordt
gefosforyleerd op tyrosine 705 en serine 727 (zie ook Fig.4, hoofdstuk 9). Door in het
medium antistoffen (antilichamen) tegen IL-6 toe te voegen wordt de overmatig
geproduceerde IL-6 als het ware weggevangen en ontstaat een situatie waarin STAT3 niet
meer constitutief geactiveerd is. De constitutieve activatie van STAT3 in de onderzochte
AML cellen kan een belangrijke rol spelen bij het groeigedrag van deze cellen. In
hoofdstuk 7 van dit proefschrift alsook door anderen is beschreven dat een constitutieve
STAT3 activatie kan leiden tot een verhoogde celdeling en het ontstaan van tumoren.
Hoofdstuk 7
In hoofdstuk 7 is onderzocht welke rol STAT3 zou kunnen spelen bij het ontstaan van een
type schildklier kanker, genaamd Medullary Endocrine Neoplasia type 2A (MEN2A).
Deze ziekte wordt veroorzaakt door mutaties in het Ret gen, waardoor het Ret-MEN2A
oncogen ontstaat. Het Ret gen codeert voor het RET eiwit, hetgeen een receptor is zoals
gp130. Normaal wordt deze receptor geactiveerd door een ligand van buitenaf. Door
specifieke mutaties in dit gen komt er een constitutief geactiveerd receptorcomplex tot
expressie (genaamd MEN2A) die continu een signaal afgeeft in de afwezigheid van een
extracellulair ligand. Hiermee verliest de cel dus een belangrijk regulatiemechanisme dat
bepaalt wanneer een signaaltransductie route ‘aan’ of ‘uit’ staat. De cel is als het ware
onafhankelijk geworden van zijn omgeving. In hoofdstuk 7 wordt beschreven hoe de
MEN2A receptor STAT3 kan activeren, waarbij STAT3 zowel op tyrosine 705 alsook op
serine 727 gefosforyleerd wordt. Dat nu juist de STAT3 transactivatie belangrijk is voor
het kwaadaardige groeigedrag van deze cellen wordt aangetoond doordat STAT3β, een
verkorte vorm van STAT3 waarin het serine 727 residu niet meer aanwezig is, het
groeigedrag remt. Door de afwezigheid van het serine 727 residu wordt de door STAT3
geïnitieerde genexpressie ernstig verstoord. Deze resultaten geven aan dat de genen die
door MEN2A via STAT3 geactiveerd worden van cruciaal belang zijn voor het
kwaadaardige groeigedrag van deze cellen.
Toekomstperspectieven
In de afgelopen jaren is duidelijk geworden dat een constitutieve activatie van STAT3
optreedt in een breed scala van humane tumoren, waaronder leukemiën, prostaatkanker,
borstkanker en longkanker (zie ook tabel 1, hoofdstuk1). Recentelijk is tevens aangetoond
dat er een causaal verband bestaat tussen de activatie van de transcriptiefactor STAT3 en
het ontstaan van kanker. Echter, de moleculaire mechanismen die leiden tot STAT3
activatie verschillen per ziekte. Een gedegen moleculaire kennis over deze mechanismen is
dus onmisbaar om uiteindelijk te kunnen interfereren in verstoorde STAT3
signaaltransductie. Kanker veroorzaakt nog altijd aanzienlijk hoge mortaliteit en de
gangbare vormen van chemotherapie lijken hun maximale toepasbaarheid in de kliniek zo
langzamerhand bereikt te hebben. De STAT3 signaaltransductie route is een aantrekkelijk
doel voor therapeutische interventie. In de nabije toekomst zal het onderzoek dan ook
gericht moeten zijn op strategieën om therapeutica te vinden die specifiek interfereren met
de STAT3 signaaltransductie die toepasbaar zijn in de kliniek.
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